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(57) Abstract 

Nucleotide sequences capable of hybridizing with the nucleotide sequence shown in figure I and the correspo nding coded 
amino aS s^Xie disclosed. Said" nucleotide sequences are particularly suitable for detecting complementary sequences 
in biological samples. 

(57)Abr§ge 

i <;„ W ntm„ vice des seouences de nucleotides capables de s'hybrider avec la sequence de nucleotides representee sur la li- 
gurelainTqtL^ 

la detection de sequences complementaires dans des echantillons biologiques. 
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PROTEINES FORMANT DES COMPLEXES AVEC DES CHAPERONES ET 
LEURS LIGANDS, LEURS FRAGMENTS, LEUR OBTENTION ET LEURS 
5 APPLICATIONS BIOLOGIQUES. 

L ' invention a pour objet des proteines 
immunophilines, proteines p59 et apparentees, formant des 
10 complexes avec des chaperones et leurs ligands. 

Bile se rapporte plus particulierement aux 
sequences de nucleotides codant pour des proteines 
apparentees a celles de ces complexes, ou a des fragments 
de ces proteines, ainsi qu'aux proteines et fragments 

1 5 correspondants • 

L- invention concerne egalement les applications 
biologiques de ces sequences de nucleotides et de 
proteines, en particulier a des fins de recherche et 
d' etude de nouveaux ligands pharmacologiques de 

20 1'immunophiline ainsi qu'a des fins de diagnostic clinique. 

Par proteine chaperone, on designe des proteines 
associees a d'autres proteines biologiquement actives avec 
lesquelles elles interagissent et modifient leur 
f onctionnement • 

25 L- invention vise en particulier des proteines 

formant des complexes avec la chaperone hsp90 qui est une 
proteine de choc thermique capable de se lier avec de 
nombreux ligands tels que les recepteurs des hormones 
steroides, de la vitamine D, et de la dioxine et tels que 

30 les tyrosine kinases des oncogenes viraux (par exemple 
pp60src), 1'actine, la tubuline et d'autres proteines dont 
le changement de structure et le trafic intracellular 
sont importants pour la physiologie et la pathologie de la 
cellule. 

35 oans le cadre de travaux sur les recepteurs des 

hormones steroides, certains des co-inventeurs de la 
presente demande ont decrit la liaison de la hs P 90 aux 
recepteurs des hormones steroides et son role pour empecher 



!• interaction de ces recepteurs avec l'ADN (voir Joab et 
al., 1984, Nature, 308, 840, 853 et Catelli et al., 1989, 

EMBO J. 4, 3131-3135). 

Une proteine de poids raoleculaire 59kDa a 
egalement ete caracterisee chez le lapin lors de la 
purification de ces recepteurs. En 1' absence de ligand, les 
recepteurs de toutes les hormones steroides se retrouvent 
associes dans la cellule avec d'autres proteines ne liant 
pas V hormone, constituant la forme non activee de ces 
recepteurs. La separation des proteines liberera le 
recepteur lui-meme qui pourra alors interagir avec l'ADN 
(Baulieu et al., 1971, Rec. Progr. Horm. Res. 27, 351-419 
et Sherman et al., 1984, Ann. Rev. Physiol. 46, 83-125). 

Les structures et sequences de ces proteines du 
type P 59 n'ayant pas ete elucidees a ce jour, leur fonction 
dans la cellule n'a pu etre definie precisement. 

Par criblage d'une banque d'ADN-c de foie de 
lapin les inventeurs ont reussi a isoler et a sequencer 
des clones renfermant une sequence de nucleotides capable 
20 de coder pour une proteine homologue a la proteine p59 de 
lapin telle qu'elle a ete definie par son immunoreactxon 
avec l'anticorps monoclonal KN382/EC1. (Nakao et al., 1985, 
Can. J. Biochem. Cell. Biol. 63, 33-40). 

L' invention a done pour but de foumir de telles 
25 sequences de nucleotides ainsi que les sequences d'acides 
amines exprimees ou deduites des sequences de nucleotides. 

Elle vise egalement l'obtention de ces differentes 

sequences. 

L» invention a egalement pour but de fourmr les 
30 anticorps polyclonal et monoclonaux diriges contre ces 
proteines ou fragments de proteines obtenus. 

Selon un autre aspect, 1' invention vise 
1- utilisation des sequences de nucleotides ou de proteines, 
ou des anticorps, dans des applications biologiques, en 
35 particulier a des fins de diagnostic. 

Les sequences de nucleotides de 1« invention sont 
caracterisees en ce qu'elles comprennent ou qu'elles sont 
formees par un enchainement de nucleotides capable de 



s'hybrider dans des conditions stringentes avec une ou 
plusieurs sequences d'un gene dont l'ADNc presente une 
sequence correspondent a 1 ' enchainement (I) de nucleotides. 

Les enchainements des sequences de nucleotides et 
de proteines auxquels il est fait reference dans la 
description et les revendications sont donnes en fin de 
description. 

L' expression "conditions stringentes" telle 
qu'utilisee dans ce texte signifie qu'on obtient une 
hybridation en operant selon les conditions decrites par 
Sambrook, Fritsch Maniatis dans "Molecular Cloning", 1989. 

Selon une disposition de 1' invention, les 
sequences de nucleotides sont caracterisees en ce qu'elles 
contiennent 1 • information genetique pour coder pour tout ou 
par tie de la proteine repondant a 1 1 enchainement II. 

Des sequences de ce type sont caracterisees en ce 
qu'elles sont formees, ou qu'elles comprennent, au moins 
une partie de 1 ' enchainement I. 

L' invention vise en particulier des sequences de 
nucleotides constitutes par une partie ou la totalite du 
cadre ouvert de lecture allant dans 1 ' enchainement (I) de 
la position 4 a la position 1380. 

Cette sequence, sans la sequence leader, comporte 

2067 paires de base. 

De telles sequences sont encore caracterisees en 
ce qu'elles sont capables de coder pout une proteine 
potentielle de 458 acides amines repondant a 1 ' enchainement 
II. 

Des sequences de grand interet comportent 
1' information genetique pour coder pour une ou plusieurs 
sequences d' acides amines de 1 • enchainement II 
correspondant a une region de cet enchainement capable de 
se lier avec un immunosuppresseur du type FK 506 possedant 
les caracteristiques structurales pour une activite 
rotamase. 

D'autres sequences preferees comportent 
1' information genetique pour coder pour une ou plusieurs 
sequences d' acides amines de 1 ' enchainement II 



correspondent a une region capable de se lier a l'ATP 
(adenosine triphosphate) / GTP (guanosine triphosphate). 

D'autres sequences preferees encore comportent 
1' information genetique pour coder pour une ou plusieurs 
sequences d'acides amines de 1 - enchainement II 
correspondant a une region capable de se lier a la 
calmoduline 

Selon un autre aspect, 1' invention vise une 
sequence recombinante comprenant l'une des sequences 
definies ci-dessus, le cas echeant associee a un promoteur 
capable de controler la transcription de la sequence et une 
sequence d'ADN codant pour les signauK de terminaison de la 

transcription ; 

De telles sequences renferment avantageusement des 

sequences codantes pour des chaperones. 

Des sequences de ce type preferees renferment des 
sequences codantes pour la hsp90, en particulier pour la 
region A hydrophile, de cette proteine, fortement chargee 
negativement (Binart et al., J- Steroid. Biochem. 1989, 

vol. 34, n° 1, 369-374). 

Les bases puriques et pyrimidiques des sequences 
de nucleotides considerees peuvent presenter un ordre 
different de celui trouve dans l'ADNc clone et/ou le cas 
echeant, peuvent etre substitutes . II est entendu que de 
telles sequences entrent dans le cadre de 1' invention, des 
lors qu'un fragment de ces sequences utilise comme sonde 
donne lieu a une hybridation avec un gene codant pour des 
proteines telles que definies ci-dessus. 

L' invention vise egalement les ARN et les 
sequences complementaires des differents enchainements 
nucleotidiques definis ainsi que les proteines codees 

correspondantes . 

L' invention se rapporte egalement aux vecteurs 
recombinants de clonage et d' expression capables de 
transformer une cellule hate appropriee, comportant au 
moins une partie d'une sequence de nucleotides telle que 
definie ci-dessus, sous le contr61e d'elements de 
regulation permettant son expression. 



Les souches de microorganismes transformees ou 
transferees vont egalement dans le cadre de 1' invention. 
Ces souches comportent l'une des sequences de nucleotides 
def inies ci-dessus ou encore un vecteur recombinant tel que 
defini precedemment. 

L' invention vise egalement les sequences d'acides 
amines deduites, selon le code genetique universel, des 
sequences de nucleotides def inies plus haut, et les 
proteines exprimees par les genes comportant ces sequences. 

Des sequences selon 1' invention, presentant un 
grand interet au regard des applications envisagees en 
diagnostic, sont caracterisees en ce qu'elles correspondent 
a des sequences capables de se lier a des proteines de choc 
thermique ou qu'elles possedent les proprietes de telles 
proteines . 

Selon une autre disposition avantageuse de 
1' invention, il s'agit de sequences capables de se lier a 
la hsp90, meme lorsque la hsp90 est impliquee dans des 
complexes hetero-oligoraeres avec d'autres proteines comme 
indique plus haut. II peut s'agir de complexes impliques 
dans la formation des recepteurs des steroldes ou dans 
d'autres complexes, par exemple avec des oncogenes et des 
proteines du cytosquelette. 

Les complexes de ces sequences proteiques avec la 
hsp90 ou avec d'autres proteines de choc thermique 
impliquees dans ces hetero-oligomeres , ou avec des regions 
de ces differentes proteines, font egalement partie de 
1 ' invention . 

Selon une autre disposition de 1' invention, le cas 
echeant prise en combinaison avec au moins l'une de celles 
qui precedent, les sequences d'acides amines sont 
caracterisees en ce qu'elles possedent un ou plusieurs 
domaines du type de la FKBP, identiques ou differents les 
uns des autres. Les proteines correspondantes seront 
appelees ci-apres proteines HBI, c'est-a-dire proteines du 
type de 1 ' immunophiline liant les proteines de choc 
thermique . 



La FKBP est une immunophiline liant au moins deux 
medicaments immunosuppresseurs a savoir le FK506 et la 
r apamy cine . 

De telles sequences d'acides amines sont plus 
specialement caracterisees en ce qu'elles possedent les 
caracteristiques structurales pour une liaison avec un 
immunosuppresseur da. type FK506 et pour une activite 
peptidyl-prolyl isomerase cis-trans. 

Les sequences d'acides amines de 1' invention, 
selon une autre disposition de 1' invention, prise le cas 
echeant en combinaison avec au moins 1'une de celles qui 
precedent, comportent un site de liaison a 1'ATP. 

Selon un autre aspect, les sequences d acxdes 
amines de 1'invention sont caracterisees en ce qu'elles 
comportent une sequence consensus de liaison a la 
calmoduline. 

Selon encore un autre aspect, les sequences 
d'acides amines sont caracterisees en ce qu'elles 
correspondent aux regions charnieres entre deux domaxnes. 
II s'agit plus specialement de regions hydropses, 
accessibles a des enzymes proteolytics. 

Dans une variante de realisation de 1'invention, 
des sequences d'acides amines du type FKBP comprennent ou 
sont formees par un seul des domaines du type FKBP. 

Dans une autre variante, elles comprennent ou sont 
formees par deux de ces domaines, identiques ou differents, 

relies par une charniere. 

Dans une autre variante encore, les sequences 
d'acides amines comportent ou sont formees par une 
pluralite de sequences identiques ou differentes 
correspondant a l'un des domaines du type FKBP. 

Dans ces differentes variantes, il s'agit de 
domaines ayant une tres forte homologie de structure 
tridimensionals (3D) avec FKPB de 1'ordre de 80 a 100 %, 
ou de domaines ayant une homologie inferieure, notamment de 
1'ordre de 35 a 80 %, voire de 25 a 35 % environ. 

Les sequences d'acides amines de 1'invention sont 
egalement caracterisees en ce qu'elles sont telles 



qu' obtenues par transformation de cellules notes au moyen 
d'un vecteur recombinant comme defini ci-dessus, mise en 
culture, dans un milieu approprie, des cellules notes 
transferees ou transferees et recuperation de la proteine 
a partir de ces cellules ou directement a partir du milieu 
de culture. 

Les proteines ou sequences de 1' invention peuvent 
done eventuellement se trouver sous forme de proteines de 
fusion. 

La production de ces proteines par un tel proceae 
fait egalement partie de 1' invention. 

Les proteines de 1' invention et leurs fragments, 
qui peuvent etre egalement obtenus par synthese chimique, 
presentent avantageusement un degre de purete eleve et sont 
utilises pour former, selon les techniques classiques, des 
anticorps polyclonaux et des anticorps monoclonaux. 

De tels anticorps polyclonaux, ainsi que les 
anticorps monoclonaux capables de reconnaitre 
specif iquement un epitope des sequences d'acides amines 
ci-dessus, ou d'un fragment de ces sequences en dormant 
lieu a une reaction du type antigene-anticorps, sont 
egalement vises par 1» invention. 

Des anticorps de grand interet sont diriges centre 
run des domaines des proteines HBI et sont done utiles 
pour detecter les recepteurs des immunosuppresseurs et 
•peuvent servir a inhiber la fonction exercee par. ce 
domaine. 

L' invention vise en outre les applications 
biologiques des sequences de nucleotides, des proteines 
correspondantes et des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux. 

Ces applications comprennent 1' elaboration, a 
partir de fragments intrageniques purifies, ou d'ARN 
correspondants, de sondes moleculaires pour rechercher la 
presence eventuelle dans divers types cellulaires de 
sequences de nucleotides apparentees au gene capable de 
coder pour des proteines associees a la hs P 90 dans des 
complexes hetero-oligomeriques comme indique plus haut. 



L ' elaboration de ces sondes comprend, notamment la 
denaturation des sequences a double brins pour obtenir une 

sequence monobrin. 

Les essais effectues pour detecter la presence de 
sequences complementers dans diverses tumeurs et tissus 
chez l'homme ou 1' animal ont mis en evidence la grande 
specif icite de ces fragments intrageniques . 

L'utilisation de ces sondes a ainsi permis de 
montrer que le gene renfermant les sequences nucleotidiques 
definies ci-dessus est exprime chez les raammiferes. 

L' invention vise done des sondes de detection 
caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins une 
partie d'une sequence de nucleotides definie ci-dessus. 

Des substitutions ou alterations de nucleotides 
peuvent etre apportees dans ces sequences, des lors que la 
sonde correspondante est capable de s'hybrider avec le gene 
de la proteine HBI comme defini plus haut. 

La construction de la sonde est avantageusement 
effectuee selon les techniques classiques, notamment on 
utilise un nombre de nucleotides suffisant pour obtenir la 
specificite requise et la formation d'un hybride stable. 

II est possible d'utiliser des fragments 
atteignant plusieurs kb, des resultats de haute specificite 
etant cependant egalement obtenus avec des fragments plus 
courts d' environ 20 a 40 nucleotides. 

Ces sondes sont avantageusement marquees par un 
groupe permettant leur reconnaissance a l'etat hybride avec 
la preparation renfermant les nucleotides a etudier. 

Selon les techniques classiques, ces sondes sont 
mises en contact avec 1 ' echantillon biologique a tester ou 
leurs acides nucleiques, dans des conditions permettant la 
realisation de 1 ' hybridation entre la sequence de 
nucleotides de la sonde et une sequence complementaire, 
lorsqu'elle est contenue dans le produit etudie. 

On pent, par exemple, avoir recours a la methode 
d'hybridation sur taches ou a la methode d • hybridation sur 
replique, selon la technique de Southern. Dans la premiere 
methode, selon la technique classique, on depose une 



quantite aliquote d'ADN denature sur des membranes de 
nitrocellulose. La deuxieme methode comprend la separation 
61ectrophoretique en gel d' agarose des fragments d'ADN 
engendres apres traitement de l'ADN par des enzymes de 
restriction, le transfert apres denaturation alcaline sur 
des membranes appropriees et leur hybridation avec la sonde 
dans les conditions usuelles. 

Ces sondes constituent des marqueurs en permettant 
la detection precoce de 1' expression du gene renfermant 
HBI, c'est-a-dire capable d'exprimer la proteine de 
l'enchainement II, qui normalement n'est pas ou peu exprime 
dans les tissus normaux correspondants . L 1 invention fournit 
ainsi des moyens permettant d'evaluer le developpement 
et/ou la differentiation tumorale. 

L 'invention vise egalement un procede de detection 
^ y^tro de la presence dans un echantillon biologique de 
sequences complementaires de celles definies ci-dessus. 

Ce procede est caracterise en ce qu'il comprend 

les etapes de : 

- mise en contact de 1 ■ echantillon a etudier avec 
une sonde nucleotidique telle que definie ci-dessus, dans 
des conditions permettant une hybridation entre la sonde et 
la sequence de nucleotides recherchee, et 

- detection du complexe d' hybridation. 

Ce procede permet une detection rapide et de 
grande specificite des ADN et des differentesr especes 
d'ARNm de transcription. 

II permet notamment le criblage d'une banque de 
tissus malades, 1' etude du developpement d'une 
differenciation tumorale et la detection precoce de 
1' expression du gene de la proteine HBI. 

Le procede defini ci-dessus de detection , 1n v i tro , 
base sur 1' utilisation de sondes nucleotidiques, est 
avantageusement mis en oeuvre a l'aide de kits comprenant : 

une quantite determinee d'une sonde 
nucleotidique selon 1' invention, 
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- un milieu approprie a 1 ' hybridation entre la 
sonde utilisee et la sequence a detecter, et 

avantageusement, 

- des reactifs permettant la detection des 

complexes d ' hybridation formes. 

L ' invention vise egalement les applications 
immunologiques des sequences d'acides amines definies ; cx- 
dessus, Plus specialement pour 1 • elaboration d'antxserums 
specif iques ainsi que d'anticorps polyclonaux et 
monoclonaux. 

Les anticorps polyclonaux sont tels qu xnduits 
selon les techniques classiques par injection des sequences 
d'acides amines a des animaux, suivie de la recuperation 
des antiserums puis, a partir de ces demiers, si on le 
souhaite des anticorps, par exemple par chromatographxe 
d'af finite. 

Les anticorps monoclonaux sont produits de maniere 
habituelle en fusionnant des cellules de myelomes avec des 
cellules de rates d' animaux prealablement immunises a 
1'aide des proteines de 1'invention. A cet egard, on opere 
avantageusement selon la technique decrite par Kohler et 
Milstein dans Nature, vol 256, p 495, 1975. 

Les anticorps de 1'invention permettent de 
detecter in vitro les produits depression des sequences 
nucleotidiques. definies plus haut ou ceux des genes codant 
pour une proteine de choc thermique apparentee a celles des 
complexes heterooligomeres definis ci-dessus, notamment des 

recepteurs de steroides. 

La methode de depistage in - vitro dans, un 
echantillon biologique de la presence eventuelle de^ ces 
produits depression est caracterisee en ce quelle 
comprend : 

- la mise en contact de 1 ' echantillon a etudier 
avec un anticorps selon 1'invention, dans des conditions 
permettant la formation d'un complexe immunologique entre 
tout ou partie des proteines exprimees par les sequences 
nucleotidiques et cet anticorps, et 

- la detection du complexe immunologique. 
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Pour cette methode de depistage in vitro , on aura 
recours avantageusement a des kits, comprenant : 
- une quantite determinee d'un anticorps polyclonal ou 
monoclonal selon 1' invention, 

- un milieu approprie a la realisation d'une 
reaction immunologique entre au moins une partie des 
produits expriraes et 1' anticorps et, avantageusement, 

_ des reactifs permettant la detection dess 
complexes immunologiques formes. 

Les sequences d'acides amines definies ci-dessus 
constituent egalement des outils de grand interet pour 
1' etude et/ou la regulation des fonctions des proteines 
associees auxdits complexes. 

L ' invention fournit ainsi des moyens de grande 
efficacite pour etudier et prevenir ou traiter des 
pathologies liees au dysfonctionnement des proteines 
associees aux complexes hetero-oligomeriques evoques ci- 
dessus. 

On citera par exemple les maladies du systeme 
immunitaire ou auto-immunes, les cancers, les deficiences 
en vitamine D responsables de rachitisme, ou en acide 
retinoique ou encore 1 • intoxication par la dioxine ou 

produits apparentes. 

Ces moyens, qu'il s'agisse des polynucleotides, 
des sequences d'acides amines ou des anticorps permettent 
egalement la localisation des proteines associees aux 
complexes hetero-oligomeriques decrits plus haut. 

II a ete ainsi possible de constater que la 
proteine naturelle associee a la hsp90 dans ces complexes 
est localisee dans le noyau des cellules de tissus normaux 
alors que dans les cellules turaorales, elle apparait de 
maniere abondante dans le cytoplasme. L 1 utilisation des 
moyens de 1' invention permet done d'effectuer des 
differences de localisation significatives de pathologies. 

Selon un autre aspect de grand interet, ils 
permettent egalement de trouver des ligands naturels 
susceptibles d'occuper les sites de liaison reconnus par 
les immunosuppresseurs. 
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Les prolines HBI sont utiles pour la recherche de 
nouveaux reactifs et medicaments se liant a cette proteine, 
et pouvant influencer le fonctionnement de la proteine de 
choc thermique et des proteines qui lui sont associees sur 
des recepteurs des hormones steroides et des autres lxgands 
des recepteurs de la meme famille, sur l'activite 
d' oncogenes ayant une activite proteine kinase, sur la 
structure et le fonctionnement des proteines du 
cytosquelette et de toute proteine associee a la hsp90. II 
en resulte des applications de grand interet dans les 
domaines endocriniens, cancerologiques et immunologiques . 

On rapporte dans les exemples qui suivent d' autres 
caracteristiques et avantages de 1' invention. 

Dans ces exemples, il est fait reference aux 
figures 1 a 7 qui representent respectivement : 

- la figure 1, la sequence d'ADNc de foie de lapin 
codant pour une proteine HBI et la sequence en acides 
amines correspondante, 

- la figure 2, les representations etablies par la 
methode d' analyse des clusters hydrophobes ( ACH) des 
domaines d'une proteine HBI compares a la FKBP et a des 
domaines de type FKBP identifies dans diverses proteines, 

- les figures 3 et 4, les representations ACH de 
la FKBP humaine et de la proteine HBI et les alignments 
des sequences correspondantes d' acides amines, 

- la figure 5, une representation de la structure 
des domaines de la pHBI en utilisant comme matrice la 

chaine principale de FKBP, 

- la figure 6, une representation schematique des 

caracteristiques principales de la pHBI, 

- la figure 7, un schema representant la 
construction d'une cassette pour la production de fragments 

de la pHBI, et 

- la figure 8, les resultats d'un Western blot 
realise avec un anticorps polyclonal anti-HBI de 
1' invention. 
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Temple i : cionage et sequengage de I'ADNc codant 
pour une proteine HBI. 

Aux fins de cionage d'une banque d'ADNc de foie de 
lapin, on construit des sondes a partir d' oligonucleotides 
dont la sequence a ete deduite de celle d'un fragment de 19 
acides amines r6pondant a la sequence : 

ALA GLU GLU MET LYS ALA THR GLU SER GLY ALA GLN X ALA 
PRO LEU PRO MET GLU 

II s'agit du fragment de la partie N-terminale 
d'une proteine identifiee dans des complexes de recepteurs 
de steroldes non trans formes decrite par Sanchez et al. 
dans Biochemistry 1990 , 29, 5145-5152. 

La construction de la sonde est effectuee en 
operant selon l'ouvrage de Maniatis precite Tome 2, 
chapitre 11 "Synthetic oligonucleotidic probes". 

Le criblage de la banque d'ADNc est effectue selon 
la methode decrite dans le chapitre 8 de 1'ouvrage precite 
"Construction and analysis of cDNA libraries". 

L'ADNc du clone positif le plus long est isol6 et 
sous-clone dans pGEM 7Zf (Promega Biotec), transcrit et 
traduit dans un systeme de lysat de reticulocytes de lapin. 

La transcription et la traduction sont realises 
comme decrit par le fabricant du plasmide en presence de 
35s methionine. 

L'ADNc sous-clone dans le vecteur pGEM 7Zf est 
digere par 1 1 exonuclease III pour generer des sous clones 
de deletion qui sont alors sequences en utilisant le 
promoteur de I'ARN polymerase T7 comme amorce. On peut 
egalement sous-cloner l'ADNc dans les vecteurs M13 MP 18/19 
et sequencer selon la technique classique comme decrit par 
exeraple dans l f ouvrage de Maniatis precite. 

La sequence de nucleotides et la sequence d f acides 
amines deriv6e du cadre ouvert de lecture entier sont 
rapportees sur la figure 1. La sequence soulignee 
correspond & celle utilisee pour generer l'anticorps 
polyclonal dont il est question ci-apres dans I'exemple 3. 
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La ligne en pointilles indique la region correspondant au 
site d 1 interaction avec la calmoduline. 

Exemple 2 .: Etude de la proteine HBI, appelee ci- 
apres pHBI, par la methode d' analyse des clusters 
hydrophobes (en abrege ACH) 

MATERIEL ET METHODES 

Les strategies d' analyses de clusters hydrophobes 
2D (ACH) et leurs applications ont ete proposees la 
premiere fois par Gaboriaud et al., 1987 / FEBS Lett. 224, 
149, 155 et sont decrites en detail par Lemesle-Varloot et 
al., 1990, Biochimie, 72, 555-574. 

ACH constitue une methode utilisant les principes 
generaux de repliement des proteines. Elle est bas6e sur la 
recherche de correspondances successives de clusters 
hydrophobes qui sont pertinentes vis-a-vis de la structure 
secondaire et du repliement 3D des domaines des proteines. 

Dans les proteines apparentees, il est possible de 
deduire un alignement de sequences precis a partir des 
representations ACH en procedant a partir du noyau 
hydrophobe de clusters similaires vers des regions liant 
des clusters (boucles) ou les insertions/deletions sont 
permises. 

Pour ces alignements HCA, une valeur numerique 
(score HCA) peuLt etre calculee entre les clusters pour 
determiner les alignements. 

Les etudes 3D ont ete ef fectuees avec le programme 
MANOSK (Cherfils et al. 1988, J. Mol. Graph. 6, 155-160) 
sur Evans a Sutherland PS390. 

L f analyse de la pHBI montre qu'elle comporte, en 
partant de I'extremite N-terminale, trois domaines 
successxfs. 

Identification de domaines immunophilines : 
domaines pHBI I et pHBI II. 

La figure 2 donne alignees, les representations 
etablies par ACH de la FKBP humaine (FKBPh) et des domaines 
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I et II de la pHBI. Cette figure mentionne egalement les 
domaines de type FKBP deja identifies chez d'autres 
proteines. II s'agit de la proteine RBP1 liant la 
rapamycine de Saccharomyces cerevisiae (Koltin et al. 1991, 
5 Mol. Cell Biol. 11, 1718-1723), la FKBP de Neurospora 
crassa (Tropschug et al. 1990, Nature, 346, 674-677, une 
sequence cryptique de Neisseria meningiditis (Perry et al. 
1988, J. Bact« 170, 1691-1697), une proteine de 25,3 kDa de 
Pseudomonas aeruginosa (n° JQ 0140), la proteine de surface 

10 cellulaire mip de Legionella pneumophila (Engleberg et al. 
1989 Inf. Immunity 57, 1263-1270), la proteine L2 de 
Chlamydia trachomatis (Lundemose et al. 1991, Mol. 
Microbiology 5, 109-115). 

Les clusters hydrophobes hachures mettent en 

15 evidence les points d'ancrage pour les alignements de 
sequences . 

La structure secondaire de la FKB h est indiquee 
au-dessus de sa sequence conformement a la description de 
la structure 3D. Les feuillets p sont indiques par les 

20 symboles 0< et les helices a par UL$^ 

Les colonnes noires indiquent les residus 
conserves, les colonnes grises et avec des pointilles les 
residus homologues hydrophobes et hydrophiles et celles 
ouvertes les particulierement riches en P, G, S, T et/ou A. 

25 Les acides amines (chaines principales et/ou 

laterales) qui sont essentiels pour la liaison de FK506 "a 
FKBP et sont pleinement conserves pour p59 I sont indiques 
par des filches. On a mentionne des parentheses lorsque 
I'alignement entre acides amines n'est pas possible. 

30 L 1 analyse de cette figure montre que la pHBI 

comprend deux domaines successifs d v environ 100 residus 
(pHBI I et pHBI II) ayant une forte homologie avec la FKBP. 

Le premier domaine presente une identite de 
sequence de 49 % avec FKBP sans introduction de deletion ou 

35 d f insertion. 

Le deuxieme domaine presente une identite de 
sequence de 28 % avec FKBP et comprend 4 zones d 1 insertion 
ou de deletion totalisant 9 acides amines. 



16 



On attribue a ces domaines, au vu de leur 
homologie de structure avec FKBP, une topologie de 
repliement des feuillets p anti-parallele, accompagnee 
d'une helice a et d'un feuillet p suppleraentaire. 

II est fait reference a ce feuillet p comme etant 
du type A (chaines Al a A5). 

Sur la figure 3, on rapporte les representations 
graphiques selon ACH de la FKBP humaine et de la pHBI 
segmentee de maniere a montrer sa symetrie interne. Au- 
dessus de la representation de la FKBP, on indique comme 
dans la figure 2, sa structure secondaire. 

Les sequences proteiques sont dessinees sur helice 
a classique applatie sur un cylindre, coupe parallelement a 
son axe et deroule pour fournir une representation a deux 
dimensions . 

La representation est doublee verticalement pour 
restaurer un environnement bidimensionnel complet pour 

chaque acide amine. 

Un groupe d'acides amines hydrophiles (VILFWMY) 
sont encercles en clusters. On utilise le code a lettres 
classique pour tous les acides amines, excepte pour P 
(design§ par une etoile) qui est un interrupted de 
clusters, G (designe pair un symbole en forme de diamant) 
qui montre une grande flexibility conformationnelle et T et 
S (carres ouverts et en pointilles respectivement ) qui sont 
frequemment rencontres dans des boucles, mais peuvent etre 
egalement trouves dans des environnements hydrophobes ou 
l'hydrophilicite de leurs groupes hydroxyle est neutralisee 
par des liaisons hydrogene avec les chaines principales. 

L'encadre reproduisant la partie N-terminale de la 
pHBI indique egalement comment s'effectue de maniere 
lineaire la lecture de la sequence (voir fleche legerement 
oblique). 

Les lignes verticales delimitent la segmentation 
des structures (SI a S6) a l'interieur des domaines. 

Les clusters hydrophobes hachures mettent en 
evidence les points d'ancrage pour les alignements de 
sequences. 
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L'examen de la figure 3 montre que la segmentation 
classique des domaines globulaires en structures 
secondaires regulieres (feuillets B et helices a), 
statistiquement centres sur les clusters hydrophobes des 
representations selon ACH et dans les boucles liant ces 
structures est netteraent conservee pour FKBP, pHBI I et 
pHBI II. 

On constate une sirailarite globale centree sur le 
segment S4, entre pHBI I, pHBI II et un allongement de 
sequence suivant pHBI II. 

Cet allongement est attribue a un troisieme 

domaine globulaire de pHBI (pHBI III). 

En utilisant comme points d'ancrage les segments 
S4, S5 et S6 des representations graphiques selon ACH des 
domaines pHBI I et pHBI II, on a procede a un alignement 
acide amine par acide amine. 

Ces alignements sont representes sur la figure 4. 

Les lignes appuyees representent les limites de 
noyaux des sequences du troisieme domaine de la pHBI 
(pHBI III) utilise pour etablir statistiquement les 
alignements . 

Leurs dimensions sont de 8, 7, 2, 23, 6, 12 acides 
amines pour les comparaisons pHBI III / pHBI II et de 
6,8,3,27,7,11 acides amines pour les comparaisons pHBI III 
/ pHBI I, a savoir respectivement 58 et 62 acides amines. 

Au-dessus et en-dessous, on a indique par des 
cercles pleins et des barres les indentites de sequences et 
les mutations conservatoires pour pHBI III / pHBI II et 

pHBI III / pHBI I. 

On constate une identite de sequence de 13 % 
environ entre le domaine pHBI III et pHBI II. 

Le domaine pHBI III presente une identite de 
sequence de 10 % avec le domaine pHBI I. 

Une comparaison entre pHBI III et les deux autres 
domaines de la pHBI permet d' etablir une relation entre 
eux, basee sur les observations suivantes : 



18 



- les positions des insertions et des deletions presentes 
entre les domaines pHBI I et pHBl II sont toutes 
conservees , 

- la pHBI III partage egalement 13 % d'identite de sequence 
avec la proteine L2 du type FKBP de Chlamydia trachomatis 
dont la sequence est rapportee sur la figure 2. Dans cette 
sequence, un allongement de 21 acides amines (273-293 de 
pHBI III et 135-152 de L2) presente 45 % d'identite avec 
pHBI III. 

Caracteristiques principales des domaines de la pHBI. 

II sera fait reference dans ce qui suit aux 
figures 2 et 3 deja considerees et a la figure 5 qui donne 
une representation de la structure complete de la pHBI I en 
utilisant comme matrice la chaine principale de FKBP en 
forme de ruban (on notera qu'il n'existe pas d' insertions 
ou de deletions entre les domaines de ces deux proteines). 
La numerotation des residus de pHBI I est indiquee de cinq 
en cinq. 

Le ligande FK506 lie a FKBP a ete conserve comme 

reference (boules). 

Les chaines laterales d« acides amines qui peuvent 
etre critiques pour une liaison hypothetique d'un ligand 
similaire a FK506 sont completement representees (voir fig. 
2). 

Les specificites du domaine pHBI II sont soulignes : 

1/ raccourcissement (4 acides amines) de la boucle 

de 38-45 (numerotation FKBP), 

2/ allongement (3 acides amines) de la boucle 55- 

56 (site de liaison a l'ATP, 

3/ insertion (un acide amine) dans la boucle 87-90 

(stabilisation ATP phosphate), 

4/ suppression (un acide amine) dans la boucle 31- 

35. 

pHBI I : On n' observe pas de deletions ou 
d' insertions dans pHBI I par rapport a FKBP. 
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Toutes les chaines principales ou secondaires 
impliquees dans la liaison de FK506 par FKBP sont 
conservees dans le domaine de la pHBI I. 

En effet, on peut noter que le replacement de 
FKBP Q53 par une glycine dans HBI I ne modifie pas 
1' interaction de la chaine principale correspondante CO 
avec le ligand, s'il existe. 

De meme, le remplacement de h87 pa r une serine 
parait avoir seulement une faible influence puisqu'il 
interagit par un contact Van der Waals a une distance 
plutdt longue (3,8-4A). 

Une mutation similaire (alanine) se produit a la 
meme place pour la proteine humaine FKBP13. En consequence, 
toutes les exigences de structure reliees au site 
catalytique de FKBP apparaissent conservees dans pHBI I. 

pHBI II : Bien que le domaine de la p59 II soit 
clairement apparente a la matrice de FKBP, il presente des 
caracteristiques specifiques comme le montrent les figures 
2, 3 et 5. 

1/ 8 des 12 amino-acides essentiels pour la 
liaison de FK506 a FKBP ne sont pas conserves. 

2/ La boucle v55 - i56 (boucle du type B/a - 
numerotation FKBP) de FKBP est allongee de 3 acides amines 
rendant impossible le maintien de la liaison d'un ligand 
semblable a FK506, etant donne que ces residus sont en 
contact avec le cycle pipecolinyle tres important de FK506 
(partie la plus profonde du site actif). 

3/ La boucle 87-90 (boucle A2-A3) est largement 
modifiee avec allongement d'un acide amine et introduction 
de residus basiques. (voir symbole en flocons de neige sur 

la figure 5). 

4/ La boucle omega bien exposee de 38 a 45 (boucle 
A5-B) est raccourcie de 4 acides amines (grande etoile), 
conduisant a un lien direct entre les positions 39 et 45 
par 1' intermediate d'une chaine p continue reliant A5 et p 

(voir figures 2 et 5). 

5/ La boucle 31-35 (boucle A4-A5) est legerement 

modifiee par une deletion (G33 ; petite etoile) 
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pHBI III : ce domaine partage avec pHBI II la meme 
distribution d' insertions et de deletions par rapport au 
premier domaine et possede une sequence apparentee de 
maniere significative a ce premier domaine. Cependant, elle 
est depourvue de nombreuses caracteristiques de la FKBP qui 
apparaissent dans les deux premiers domaines. Tous les 
acides amines essentiels pour la liaison a FK506 ont ete 
mutes et 1'indentite de sequence avec FKBP n'est que de 
5,7 %. 

Regions charnieres - regions N et C terminales. 

Les regions charnieres liant les domaines 
globulaires ci-dessus sont indiques sur les figures 2, 3 et 

6 " La figure 6 donne une representation schematise 

des caracteristiques principales de structure de la pHBI 
avec indication des identites de sequence de pHBI II (26 %) 
et de pHBI I (13 %) par rapport a pHBI I (100 %). 

Comme le montrent les figures ci-dessus, la 
charniere 1 relie pHBI I et pHBI II par 1 • intermediate de 
10 acides amines fortement hydrophiles et acides. La 
charniere 2 relie pHBI II et pHBI III par 1 • intermediate 
de 13 residus majoritairement acides. 

La pHBI comporte une partie N-terminale courte 
avant pHBI I et est apres pHBI III une partie C-terminale 
plus longue. 

^ ^Ip 3 : Obtention de fragments de la pHBI : 

Etant donne la structure en domaines de la 
proteine pHBI, son cDNA a ete decoupe en 4 fragments 
correspondant au* differents domaines. Ces fragments ont 
ete sous-clones dans des vecteurs permettant leur 
expression soit dans E.Coli, soit dans des cellules de 
mammiferes, soit dans un lysat de reticulocytes. La 
strategie de decoupage permet de recombiner cheque domaxne 

avec tous les autres. 

Les proteines exprimees, correspondant a un, deux 
ou trois domaines, permettent de determiner les fonctions 



21 



de chaque domaine independemment, ainsi que 1' influence 
d'un domaine sur 1' autre. L'activite peptidyl-prolyl 
isomerase de ces proteines tronquees, exprimees sous forme 
de proteine de fusion avec la glutathion-S- transferase, a 
6te etudiee ainsi que leur liaison aux immunosuppresseurs. 
Le site d' association de la pHBl avec la proteine de choc 
thennique hsp90 a ete recherche en exprimant ces proteines 
mutees dans un lysat de reticulocytes ou dans des cellules 
de mammiferes. II a egalement ete possible de determiner 
dans quel domaine se trouve 1' epitope de l'anticorps 
monoclonal KN382 EC-1 dont il est question dans le debut de 
la-- description. Ces proteines correspondant aux domaines 
isoles ont des proprietes analogues ou differentes de la 
FKBP12. Cette derniere ressemble surtout au domaine HBI-1, 
qui contient un site actif de liaison des 
immunosuppresseurs. Les domaines de la pHBI pourraient 
expliquer certains ef fets secondaires observes 1n v i vo lors 
de 1' administration, a des fins immunosuppressives, du FK 
506 et de la rapamycine. On mesurera le grand interet, tant 
pharmacologique que therapeutique, des domaines isoles en 
tant que reactifs pour etudier ces effets. Les anticorps 
generes contre les domaines isoles, permettent par exemple 
d'inhiber une fonction correspondant a l'un ou 1' autre 
domaine. 

MATERIEL FT METHOPES 

Dans le cDNA codant pour la proteine pHBI, clone 
dans le vecteur pGEM 72f au site Eco RI, 5 sites de 
restriction ont ete introduits par mutagenese dirigee aux 
extremites N et C terminales des differents domaines de la 
proteine. 

Ces sites de restriction ont ete choisis de telle 
facon qu'ils n« existent ni dans le cDNA ni dans le vecteur, 
qu'ils soient compatibles entre eux, et qu'ils ne changent 
pas la phase de lecture de la proteine. 

Le site Eco RV a ete introduit dans la partie N- 
terminale de la proteine, juste apres le codon initiateur 
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Met ; le site Ball a ete introduit dans la partie C 
terminale de la proteine, juste apres l'acide amine 458 et 
avant le codon STOP. Les sites Hpal, Nrul, et Eco47III ont 
et& introduits respectivement entre les acides amines 148 
et 149, entre 267 et 268 et entre 374 et 375 comme indiqufe 
sur la figure 7. 

A partir de cette molecule construite en cassette 
les diffferents domaines independants ont ete obtenus par la 
technique de sous-clonage classique (voir I'ouvrage 
"Molecular Cloning" de Sambrook, Fritsch et Maniatis 
mentionne plus haut). Apres hydrolyse de cette molecule 
cassette par Hpal et Ball, le fragment de 4100 paires de 
bases correspondant au vecteur pGEM 72f, plus le premier 
domaine a 4te ligue et transforme dans E.Coli pour obtenir 
le premier domaine. Le deuxieme domaine a ete obtenu en 
liguant le fragment Hpa I-Nru I de 350 paires de bases avec 
le fragment Eco RV-Bal I de la molecule cassette. Ce 
processus a ete applique a l'obtention des autres domaines. 

Les domaines I, II, III, IV ont ete ainsi 
construits de fagon independante, ainsi que les domaines 
I+II, III+IV, I+II+III, II+III et II+III+IV (voir figure 
7). Les sequences de ces constructions ont §te verifi6es 
(technique de Sanger). Lors de leur expression dans le 
lysat de reticulocytes de lapin, la taille des proteines 
obtenues correspondait a cette attendue. Certaines de ces 
constructions ont ete sous -donees au site Eco Rl, soit 
dans le vecteur pGEX 1\ T (Pharmacia) pour pouvoir les 
exprimer en grande quantity dans E.Coli comme proteine de 
fusion avec la glutathion-S- transferase, soit dans le 
vecteur pSG5 (Stratagene) qui permet une expression 
transitoire dans des cellules Cos (lignee etablie de 
cellules de rein de singe transformees par SV40). 

FXpm pTg> A : Preparation d'anticorps anti-HBI 

On utilise la sequence d' acides amines de la 
partie carboxy terminale de 1 1 enchainement II allant de la 
position 441 a 458 • 




Ce fragment peptidique est couple a KLH et injectfe 
a des lapins selon les techniques habituelles. 

Les fractions d'IgG recuperees sont purifiees par 
precipitation avec du sulfate d' ammonium et chromatographie 
d'echanges d'ions a chaque saignement. 

Les preparations d f anticorps polyclonaux sont 
utilisees soit pour l 1 analyse d'immunoblots, soit pour 
1 ? analyse de gradient de densite pour etudier leur capacite 
a reconnaitre la pHBI dans differents tissus et- especes, 
ainsi que dans la structure heterooligoraerique de la 
progesterone . 

On rapporte les resultats de Western blot sur la 
figure 8, avec differents echantillons, a savoir du cytosol 
d f uterus de lapin (piste 1, 10 pi), des cellules 
d'hepatomes de rat (piste 2) et des cytosols de cellules 
humaines HeLa (piste 3) sounds a une electrophorese apres 
chromatographie d'fechanges d'ions. 

La position des marqueurs est indiquee sur la 
gauche de la figure. HC designe les chaines lourdes 
d'immunoglobulines de lapin detectees par un deuxieme 
anticorps anti-lapin. 

On observe avec l 1 anticorps anti-HBI utilise une 
seule bande ^ 59 kDa a la meme position que celle reconnue 
par EC1 (voir reference de Nakao et al. ci-dessus). 

Get .anticorps reagit egalement avec la proteine 
huraaine et reconnait une proteine de la meme taille chez le 
rat, qui n'est pas detectfee par EC-1. 



Sequences 

1 : sequences de nucleotides : enchainement 1 

10 20 30 40 50 60 

GCCATGACCG CCGAGGAGAT GAAGGCGGCC GAGAGCGGGG CGCAGTCGGC GCCGCTGCCC 

CTCGAGGGCG TGGACATCAg" CCCCAAGCAA GACGAAGGCG TGCTGAAGGT CATCAAGCGA 
* j a mo 160 I/O 



gagggcaJag GCACCGAGAC acccatgatc GGGGACCGAG tctttgtcca ctacactggc 

TGGCTCTTGG ATGGCACGAA GTMGACTCC AGTCTGGACC GCAAGGACAA ATTCTCCTTT 
aca 260 270 280 * sw 

gacctgggaa AAGGGGAGGT CATCAAGGCT TGGGACATTG ctgttgcaac catgaaggtg 

GGGGAATTGT GCCGCATCAC CTGCAAACCC GAATATGCCT ACGGTTCGGC AGGCAGCCCT 

CCAAAGATCC CCCCCAACGC CACACTTWG TTCGAGGTGG AATTGTTTGA GTTCAAGGGA 

**** 440 450 4" * /u „ 

gaggatcJga CAGACGACGA AGACGGCGGA ATCATCCGCA GAATACGGAC TCGGGGTGAA 

ggctatgcta ggcccaacga tggtgctatt gtggaggtcg cactggaagg gtactacaag 

. GACCGGcJcJ TTGACCAGCG GGAACTCCGC TTTGAGGTCG GCGAGGGGGA GAGTCTGGAT 

ctgccttSg ggctagagaa ggccattcag cgcatggaga aaggcgaaca ttccatcttg 

TACCTCAAGC CCAGTTACgS GTTTGGCAaJ GCTGGGAAGG AAAAGTTTCA GATCCCGCCA 
•ton 740 750 760 #/v 

tatgctgIgc tgaaatatga agtccacctc aagagttttg agaaggccaa GGAGTCCTGG 

GAGATGAGCT CGGAGGAGAA GCTGGAGCAG AGCGCCATCG TGAAAGAGCG AGGCACCGTG 
TACTTCAAGG AAGGCAAgII CAAGCAGGcJ CTGCTACAGT ACAAGAAGAT TGTGTCTTGG 

ad A A A A 930 340 

CIGGAATaJg AGTCAAGTTT TTCCAGTGAG GAAGTGCAAA AGGC&CXGGC CCIGOGCOTG 
GCdCCCAtt KAACCT^C TATGTGTCAC CTGAAGCTAC AGGCCTTCTC GGCAGCCGTG 
GAAAGC^ ACAAGGcSJS GGAACTG«C AGCAACAAOG AGAAGGGCCT CTIOCGOCGG 
GGAGAGGCCC ACCTGgSgJ GAACGA«» GACCTGGCAC GGGCTGACTI CCAGAAGGTC 
CTGCAGCTCT ACCCCA«AA CAAAGCGGCT AAGGCCCAGC TGGCTGTGTG CCAGCAGCGG 
ATCCGCAAGC AGATTg"=CG GGAGAAGAAG CTCTACGCCA ACATGTTTGA GAGGCTGGCA 
gaggaggIg! a=aagg£aa ggcagaagtg GCCGCAGJCG ACCATCC^T GGACACAGAG 
ATGAAGGATG AGCGGAACGA CGTGGCTGGA AGCCAGTCTC AGGTGGAGAC AGAAGCATAG 
COTCTO^GC CTGACTCCTG CGAOTGCCCG CCTCCTGCTC COCIGCCCTA CTCCACCCTG 
TTAGTTTTGT AAAAACTGAA GAATTTTGAG TGACTTAGAC CTTIAIIITT CTAICTGGTT 
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Enchainment I suite 



1510 


1520 


1530 


GGATGGTGGC 


TTTGCGAGGA 


GGGGGGAAAG 


1570 


1580 


1590 


TTCTAGGGAG 


TGTCACCCGC 


CCCCCTTCCC 


1630 


1640 


1650 


CACACGCAAC 


TGAATGTTCG 


TGCATTTTGC 


1690 


1700 


1710 


AGAAGGGGGC 


AAGTGGTGGG 


GATGGGGTCT 


1750 


1760 


1770 


ACTCCTGGGC 


AGCTGCTTTC 


CTGATCCTTG 


1810 


1820 


1830 


TCCAGGTGGG 


GGGTGCTGGG 


GGTGGGGAAA 


1870 


1880 


1890 


TTCCTCACCC 


CAGATGGTGT 


GGCTGACTGT 


1930 


1940 


1950 


ATTCTGGTAT 


TGGCCTTCCT 


AGCAGTTTCC 


1990 


2000 


2010 


CACCCTGTCA 


GCCTCTTCTC 


TGCACGTTGC 


2050 


2060 


2070 


CTTGAGCAAT 


AAAGTGGAAA 


CAATAAAAAA 




1540 


1550 


1560 


ACTAGGCTGG 


GAACGCTGAG 


GTAGGGCTGA 


1600 


1610 


1620 


CCATCACACG 


TGAATGTACA 


TCCATCCACA 


1660 


1670 


1680 


TCCCTCTGTT 


AGGTCTACTC 


TGCAAATGGT 


1720 


1730 


1740 


GATGTGAAAC 


CAGGGTGGAG 


AGGGAGACCG 


1780 


1790 


1800 


TCCTCTCCCA 


GTCCCTTTCA 


AACTGTGGCC 


1840 


1850 


1860 


CCATTGCTGT 


GCCTGTTACC 


TCTCAGTCCC 


1900 


1910 


1920 


GTCTGGTGTC 


CAAGACCACC 


CCCGTCCCCC 


1960 


1970 


1980 


CTTCTCAGCC 


AGGTTGTATC 


CCCACCCTCC 


2020 


2030 


2040 


TGAAAGTCCA 


GGCTCGCCTC 


AAGTTCTGTG 
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Sequences d ' acides amines : 
enchainement II 



10 20 30 

MTAEEKKAAE SGAQSAPLPL EGVDISPKQD 
40 50 60 

EGVLKVIKRE GTGTETPMIG DRVFVHYTGW 
70 80 90 

LLDGTKFDSS LDRKDKFSFD LGKGEVIKAW 
100 110 120 

DIAVATMKVG ELCRITCKPE YAYGSAGSPP 
130 140 150 

KIPPNATLVF EVELFEFKGE DLTDDEDGGI 
160 170 180 

IRRIRTRGEG YARPNDGAIV EVALEGYYKD 
190 200 210 

RLFDQRELRF EVGEGESLDL PCGLEKAIQR 
220 230 240 

MEKGEHSILY LKPSYAFGNA GKEKFQIPPY 
250 260 270 

AELKYEVHLK SFEKAKESWE MSSEEKLEQS 
280 290 300 

AIVKERGTVY FKEGKYKQAL LQYKKIVSWL 
310 320 330 

EYESSFSSEE VQKAQALRIA SHLNLAMCHL 
340 350 360- 

KLQAFSAAVE SCNKALELDS NNEKGLFRRG 
370 380 390 

EAHLAVNDFD LARADFQKVL QLYPSNKAAK 
400 410 420 

AQLAVCQQRI RKQIAREKKL YANMFERLAE 
430 " "440 450 

EENKAKAEVA AGDHPHDTEM KDERNDVAGS 

458 
QSQVETEA 
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Esgmplfl 5 : Applications de la proteine pHBI et 
de ses constituents • 

. Le fonctionnement de certains recepteurs des 
hormones steroides peut Stre modife par la liaison des 
inununosuppresseurs a pHBI. (Renoir et al, C.R. Acad. Sci. 
Paris, t.135, Serie III, p 421-428 , 1992). 

La proteine pHBI et ses constituants sont done 
utilisables pour rechercher des inununosuppresseurs qui 
n f interreagissent pas avec HBI. On mesurera l'interet de 
tels resultats qui permettent d'eviter l'effet endocrinien 
des inununosuppresseurs, comme 1 1 hyperandrogynie avec 
hirsutisme qui a ete observee au cours de traitements 
inununosuppresseurs . 

• Le mecanisme des complications cerebrales dues 
aux inununosuppresseurs est mal connu. Or, en utilisant la 
pHBI ou ses constituants, on peut detecter des interactions 
autres que celles de la FKBP12 avec certaines proteines 
impliquees dans le mecanisme d 1 action des neurotrans- 
metteur s . 

. L 1 utilisation d'anticorps diriges contre la 
proteine pHBI ou ses constituants permet de detecter la 
presence de recepteurs membranaires des inununosuppresseurs 
et de les localiser (N.A. Cacalano et al, PNAS, 1992, £2, 
p 4353-4357). 

EKflgglfl 6 : Dfetection d f ARN-m de la proteine pHBI 
dans divers tions. 

L f ADN codant pour la proteine pHBI a ete utilise 
pour detecter la presence de son ARN-m dans divers tissus. 
Les techniques de Northern suivie d 1 hybridation ont ete 
utilisees en suivant le protocole decrit dans I'ouvrage de 
Maniatis precite. La presence d'ARNm de la pHBI a §te mise 
en fevidence chez le rat dans le placenta, le coeur, le 
thymus, la rate, le cerveau et l f ut6rus. En revanche, dans 
les conditions de 1' experience, aucune detection n'a pu 
etre effectuee dans le foie de poulet ou de xenopus. 
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En utilisant un Southern blot commercialise par 
Clontech contenant de l'ADN genomigue, l'ADN de la pHBI a 
ete detecte dans le placenta humain, le foie de singe, de 
souris, de rat, le rein de chien, le foie de bovin et de 
lapin. Dans les conditions de 1' experience, la detection a 
ete negative chez S-cerevisiae. 




RE VEND I CAT I ONS 

5 1/ Sequences de nucleotides, caracterisees en ce 

qu'elles comprennent ou qu'elles sont formees par un 
enchainement de nucleotides capable de s f hybrider, dans des 
conditions stringentes, avec une ou plusieurs sequences 
d'un gene dont l'ADNc presente une sequence correspondant a 

10 1 ' enchainement (I) de nucleotides, 

2/ Sequences de nucleotides, caracterisees en ce 
qu'elles contiennent 1 ' information genetique pour coder 
pour tout ou partie de la proteine repondant a 
1 1 enchainement 11. 

15 3/ Sequences de nucleotides, caracterisees en ce 

qu'elles sont formees, ou qu'elles comprennent, au moins 
une partie de 1 1 enchainement I, 

4/ Sequences de nucleotides selon la revendication 
3, constitutes par une partie ou la totalite du cadre 

20 ouvert de lecture allant dans 1 ' enchainement (I) de la 
position 4 a la position 1380. 

5/ Sequences de nucleotides selon la revendication 
3, capables de coder pour une proteine potentielle de 458 
acides amines repondant a 1 ' enchainement II. 

25 6/ Sequences de nucleotides selon 1'une des 

revendications precedentes, caracterisees en ce qu'elles 
comportent 1 1 information genetique pour coder pour une ou 
plusieurs sequences d' acides amines de 1 1 enchainement II 
correspondant a une region capable de se lier avec un 

30 immunosuppresseur du type FK 506 et possedant les 
caracteristiques structurales pour une activite rotamase. 

7/ Sequences de nucleotides selon 1'une des 
revendications 1 a 6, caracterisees en ce qu'elles 
comportent 1 ' information genetique pour coder pour une ou 

35 plusieurs sequences d' acides amines de 1 ' enchainement II, 
correspondant a une region capable de se lier a l'ATP/GTP. 

8/ Sequences de nucleotides selon 1'une des 
revendications 1 a 7, caracterisees en ce qu'elles 
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comportent 1 1 information g&ietique pour coder pour une ou 
plusieurs sequences d'acides amines de 1 1 enchainement II 
correspondant a une region capable de se lier a la 
calmoduline. 

5 9/ Sequence recombinante comprenant l'une des 

sequences de nucleotides definies dans l l une quelconque des 
revendications 1 a 8, le cas echeant associee a un 
promoteur capable de controler la transcription de la 
sequence et une sequence d'ADN codant pour les signaux de 

10 terminaison de la transcription, 

10/ Sequences de nuclfeotides selon l'une des 
revendications 1 a 9, caracterisees en ce qu'elles 
renferment des sequences codantes pour des proteines 
chaperones, en particulier des sequences codantes pour la 

15 hsp90, notamment pour la region A hydrophile de cette 
proteine. 

11/ Les ARN et les sequences complementaires des 
differents enchainements nucleotidiques definis dans l'une 
des revendications 1 a 10, ainsi que les proteines codees 
20 correspondantes. 

12/ Vecteurs recombinants de clonage et 
d' expression capables de transformer une cellule hote 
appropri6e, comportant au moins une partie d'une sequence 
de nucleotides selon l'une quelconque des revendications 1 
25 a 11, sous le controle d 1 elements de regulation permettant 
son* expression. 

13/ Souches de microorganismes transformees ou 
transfectees, caracterisees en ce qu'elles comportent au 
moins l'une des sequences de nucleotides definies dans 
30 l'une des revendications 1 a 11, ou encore un vecteur 
recombinant tel que defini dans la revendication 12. 

14/ Sequences d'acides amines deduites, selon le 
code genetique universel, des sequences de nucleotides 
selon l'une des revendications 1 & 11 et les proteines 
35 exprimees par les genes comportant ces sequences. 

15/ Sequences d'acides amines selon la 
revendication 14, caracterisees en ce qu'elles 
correspondent a des sequences capables de se lier & des 




proteines de choc thermique ou qu' elles possedent les 
proprietes de ces proteines, et qu'en particulier elles 
sont des sequences codantes pour des proteines chaperones, 
en particulier des sequences codantes pour la hsp90, 
notamment pour la region A hydrophile de cette proteine. 

16/ Sequences d'acides amines selon I'une des 
revendications 14 ou 15, caracterisees en ce qu' elles 
possedent un ou plusieurs domaines du type de la FKBP, 
identiques ou differents, en particulier qu' elles possedent 
les caracteristiques structurales pour une liaison avec un 
immunosuppresseur du type FK506 et pour une activite 
rotamase, et/ou qu T elles coraportent un site de liaison a 
l'ATP, et/ou une sequence consensus de liaison a la 
calmoduline, et/ou qu 1 elles correspondent aux regions 
charni^res entre deux domaines. 

17/ Sequences d'acides amines selon I'une des 
revendications 10 a 16, caracterisees en ce qu' elles sont 
telles qu'obtenues par transformation de cellules hotes au 
moyen d'un vecteur recombinant selon la revendication 12, 
mise en culture, dans un milieu approprie, des cellules 
h6tes transform&es ou transfectees et recuperation de la 
proteine a partir de ces cellules, ou directement a partir 
du milieu de culture. 

18/ Les complexes des proteines des sequences 
d'acides amines selon I'une des revendications 1, 4 d 17 
avec la hsp90 ou avec d'autres proteines de choc thermique 
impliquees dans ces hetero-oligomeres, ou avec des regions 
de ces differentes proteines* 

19/ Anticorps polyclonaux et monoclonaux capables 
de reconnaitre specif iquement les sequences d'acides amines 
et les complexes selon I'une des revendications 14 a 18. 

20/ Application des sequences de nucleotides selon 
I'une des revendications 1 a 11 pour 1 ' elaboration de 
sondes de detection de genes codant pour des proteines 
formant des complexes avec des chaperones et leurs ligands. 

21/ Procede de detection in vitro de la presence 
dans un echantillon biologique de sequences de nucleotides 




complementaires de celles definies dans I'une des 
revendications 1 a 11, comprenant les etapes de 

- raise en contact de 1 1 Echantillon & etudier avec 
une sonde nucleotidique elaboree a l'aide d'une sequence 

5 selon l'une des revendications 1 k 11, dans des conditions 
permettant une hybridation entre la sonde et la sequence de 
nucleotides recherchee, et 

- detection du complexe d' hybridation. 

22/ Kits pour la detection In vitro de la presence 
10 dans un echantillon biologique de sequences de nucleotides 
complementaires de celles definies dans l'une des 
revendications 1 a 11 , caractferises en ce qu'ils 
comprennent 

une quantite determinee d'une sonde 
15 nucleotidique elaboree a partir d'une sequence de 
nucleotides selon l'une des revendications 1 a 11, 

- un milieu approprie a 1 ' hybridation entre la 
sonde utilisee et la sequence a detecter, et 
avantageusement , 

20 - des reactifs permettant la detection des 

complexes d ' hybridation formes. 

23/ Methode de depistage in vitro dans un 

echantillon biologique de la presence eventuelle des 

produits d' expression des sequences de nucleotides selon 
25 I'une des revendications 1 a 11 ou ceux des genes codant 

pour une proteine de choc thermique, caracterisee en ce 

qu'elle comprend 

- la mise en contact de 1 ' echantillon a etudier 
avec un anticorps selon la revendication 19, dans des 

30 conditions permettant la formation d'un complexe 
immunologique entre tout ou partie des proteines exprimees 
par les sequences nucleotidiques et cet anticorps, et 

- la detection du complexe immunologique. 

24/ Kits pour la detection in vitro dans un 
35 echantillon biologique de la presence eventuelle des 
produits d' expression des sequences de nucleotides selon 
l'une des revendications 1 a 11 ou ceux des genes codant 
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pour une proteine de choc thermique, caract6rises en ce 
qu'ils comprennent : 

une quantite determinee d'un anticorps 
polyclonal ou monoclonal selon la revendication 19, 
5 - un milieu approprie a la realisation d'une 

reaction immunologique entre au moins une partie des 
produits exprimes et 1' anticorps et, avantageusement, 

des reactifs permettant la detection des 
complexes immunologiques formes. 

10 
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FIGURE 1 
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FIGURE 1 (SDITE) 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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Figure 7 
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FIGURE 8 
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